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Apresentação 
Nesta tese de doutorado são apresentados dois trabalhos, recentemente 
publicados no jornal Antimicrobial Agents and Chemotherapy. Esses trabalhos relatam 
a presença de genes que codificam β-lactamases mediados por integrons da classe 1 
em amostras de Pseudomonas aeruginosa. As β-lactamases são determinantes de 
resistência importantes, uma vez que a presença destas enzimas em patógenos 
clinicamente relevantes, como P. aeruginosa, limita as opções de tratamento para as 
infecções causadas por esses agentes. A presença de β-lactamases em estruturas 
genéticas móveis, como os integrons da classe 1, é um tema atual e que aumenta as 
preocupações com a disseminação desses determinantes de resistência entre 
populações bacterianas da mesma espécie e de espécies diferentes que ainda 
apresentam sensibilidade aos β-lactâmicos. 
Os trabalhos apresentados foram realizados durante uma parceria entre o 
Laboratório Especial de Microbiologia Clínica da Disciplina de Doenças Infecciosas e 
Parasitárias da Universidade Federal de São Paulo; o centro coordenador do Programa 
SENTRY de Vigilância aos Antimicrobianos, Laboratório JMI/The Jones Group (North 
Liberty, EUA); e o grupo de pesquisa Bristol Center for Antimicrobial Research  
BCARE, da University of Bristol (Bristol, Reino Unido). As amostras estudadas foram 
primeiramente avaliadas durante o Programa SENTRY e, devido as características 
fenotípicas de resistência apresentadas por esses isolados, os mecanismos de 
resistência aos β-lactâmicos foram estudados com técnicas moleculares. 
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1 Introdução 
 
1.1 Pseudomonas aeruginosa 
Pseudomonas aeruginosa é um bacilo gram-negativo não fermentador da glicose 
que pode ser isolado do solo, da água, das plantas e mesmo dos animais, incluindo os 
seres humanos (Gales et al., 2001). Fatores tais quais a habilidade de utilizar uma 
grande variedade de substratos orgânicos como fontes de carbono, a excepcional 
habilidade de colonizar nichos ecológicos diversos, nos quais a oferta de nutrientes é 
limitada, e a capacidade de sobreviver por longos períodos em ambientes úmidos 
contribuem para as características ubiqüitárias apresentadas pelas amostras de P. 
aeruginosa (Pollack, 1984). Ocasionalmente, essa espécie bacteriana é patogênica 
para plantas e animais.  
Raramente a P. aeruginosa se torna causa de infecções comunitárias em 
indivíduos saudáveis, entretanto, essa espécie bacteriana assume importante papel 
como agente etiológico de infecções hospitalares. Na maioria dos casos, o processo 
infeccioso tem início com algum tipo de alteração ou destruição de barreiras físicas 
entre as quais se evidenciam, a utilização de catéter urinário, sonda oro-traqueal, 
realização de cirurgias, pacientes que sofreram queimaduras e pacientes que fazem 
uso de drogas imunossupressoras (Lee et al., 1999, Pollack, 1984). Além disso, outros 
fatores de risco para a aquisição de infecções causadas por P. aeruginosa são idade 
avançada, diabetes mellitus, hospitalização prolongada e o uso prévio de 
antimicrobianos (Carmeli et al., 1999a). Sua baixa necessidade de nutrientes para o 
crescimento, sua tolerância a uma série de condições físicas adversas e sua 
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resistência a agentes antimicrobianos contribuem para o sucesso ecológico e para o 
importante papel da P. aeruginosa como um patógeno oportunista (Young et al., 1984). 
Nos Estados Unidos, a P. aeruginosa é o segundo patógeno responsável por 
pneumonias hospitalares segundo dados reportados pelo National Nosocomial Infection 
Surveillance (NNIS) System do Centers for Disease Control and Prevention (CDC), 
coletados entre 1986 e 1998. Ainda segundo esses dados, a P. aeruginosa é a terceira 
causa mais comum de infecções urinárias, a quarta causa de infecção de sítio cirúrgico 
e o sétimo patógeno mais freqüentemente isolado em corrente sangüínea (NNIS, 
2004). 
No Brasil, segundo dados do Programa SENTRY de Vigilância de Resistência a 
Antimicrobianos (Pfaller et al., 1998), a P. aeruginosa foi a causa mais freqüente de 
infecções do trato respiratório, a segunda causa mais freqüente de infecções urinárias 
e infecções de ferida cirúrgica e o sexto patógeno mais comum em infecções da 
corrente sangüínea no período de 1997 a 2001 (Sader et al., 2004). 
As opções terapêuticas para o tratamento de infecções causadas pela P. 
aeruginosa são limitadas e incluem penicilinas com atividade antipseudomonas, 
cefalosporinas de amplo espectro, aztreonam, carbapenens e fluoroquinolonas, 
particularmente a ciprofloxacina (Carmeli et al., 1999a). Os aminoglicosídeos são 
freqüentemente utilizados em regimes combinados aos β-lactâmicos na tentativa de 
potencializar a atividade antimicrobiana e de evitar o desenvolvimento de resistência 
bacteriana, sendo a monoterapia com esses agentes raramente utilizada. 
Além de P. aeruginosa ser intrinsecamente resistente a diversos agentes 
antimicrobianos comumente utilizados, esse microrganismo é altamente adaptável às 
condições adversas, desenvolvendo resistência durante a terapia. O risco da 
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emergência de resistência parece variar de acordo com o agente antimicrobiano 
utilizado, e evidências mostram que a terapia combinada pode reduzir o risco de falha 
terapêutica devido à seleção de mutantes resistentes (Carmeli et al., 1999a, Carmeli et 
al., 1999b). 
 
1.2 Resistência aos β-lactâmicos em P. aeruginosa 
Durante as duas últimas décadas, o aumento do uso de cefalosporinas para o 
tratamento de infecções hospitalares causadas por P. aeruginosa vem sendo 
acompanhado por um aumento da prevalência de amostras de P. aeruginosa 
produtoras de β-lactamases de espectro ampliado, conhecidas como ESBLs. Amostras 
produtoras dessas enzimas são resistentes às cefalosporinas de amplo espectro e a 
outros agentes da classe dos β-lactâmicos .(Carmeli et al., 1998, Carmeli et al., 1999a) 
Um estudo publicado por Gales e colaboradores, no qual foram avaliadas 
amostras de P. aeruginosa isoladas de cinco regiões geográficas (Ásia-Pacífico, 
Canadá, Europa, América Latina e Estados Unidos), mostrou que de forma geral, as 
taxas de resistência encontradas na América Latina são elevadas quando comparadas 
às demais regiões. Os isolados de P. aeruginosa da América Latina apresentaram as 
menores taxas de sensibilidade à ceftazidima e cefepima. Ainda nesse mesmo estudo, 
quando os resultados de sensibilidade para piperacilina foram comparados com os 
dados obtidos para esse agente em associação com o inibidor de β-lactamase, 
tazobactam, foi observado um aumento nas taxas de sensibilidade, sugerindo que a 
produção de ESBLs pode ser responsável pelos altos índices de resistência às 
cefalosporinas de amplo espectro em P. aeruginosa nessa região (Gales et al., 2001). 
  
4
Os carbapenens, cujos representantes mais amplamente utilizados são o 
imipenem e o meropenem, são considerados agentes terapêuticos de escolha para o 
tratamento de infecções graves causadas por bactérias resistentes aos demais β-
lactâmicos, especialmente nas localidades onde as taxas de prevalência de resistência 
são elevadas (Woodford et al., 2000). No entanto, nos últimos anos, o isolamento de 
amostras de P. aeruginosa resistentes também aos carbapenens vêm se tornando 
mais comum em todo o mundo (Nordmann & Poirel, 2002). 
Dados do Programa SENTRY de Vigilância de Resistência a Antimicrobianos 
revelaram que 30,2% das amostras de P. aeruginosa do Brasil são resistentes aos 
carbapenens (Sader et al., 2001). Essa taxas são ainda mais elevadas em amostras de 
P. aeruginosa isoladas de pacientes hospitalizados em unidades de terapia intensiva. 
Dados coletados entre 1997 e 2001 mostram que, nessas unidades, as taxas de 
resistência aos carbapenens em P. aeruginosa podem ser de até 40,0%. 
Diferentes mecanismos de resistência aos β-lactâmicos são descritos em P. 
aeruginosa, a saber: (i) perda ou expressão reduzida de proteínas de membrana 
externa, conhecidas como porinas; (ii) hiperexpressão de bombas de efluxo; (iii) 
alterações nas proteínas ligadoras de penicilinas (PBPs); (iv) produção de β-
lactamases. 
 
1.2.1 Alteração de proteínas de membrana externa 
As proteínas de membrana externa (OMP) dos microrganismos gram-negativos, 
também chamadas de porinas, são proteínas capazes de formar canais constituídos de 
água no seu interior que permitem a difusão de solutos hidrofílicos através da 
membrana externa e a extrusão de produtos não utilizados pela célula bacteriana 
  
5
(Nikaido, 1994). A perda ou a diminuição da expressão dos genes que codificam as 
OMPs causam a redução da entrada de antibióticos na célula, diminuindo a 
concentração interna do antimicrobiano, o que pode conferir resistência aos β-
lactâmicos (Quinn et al., 1988). Diferentes porinas podem ser encontradas na 
membrana externa de amostras de P. aeruginosa, como OprF, OprC, OprD e OprE. 
Dentre essas, a mais abundante é a OprF que é, provavelmente, a mais utilizada pela 
maioria dos β-lactâmicos para penetrar no interior da bactéria (Livermore, 2002). 
Contudo a proteína OprD parece estar mais envolvida na penetração dos carbapenens, 
especialmente de imipenem, mas não de outros β-lactâmicos (Fung-Tomc et al., 1995, 
Huang & Hancock, 1996, Livermore, 2001). 
 
1.2.2 Hiperexpressão de sistemas ou bombas de efluxo 
A hiperexpressão de sistemas de efluxo, que leva à redução da concentração de 
antimicrobiano no interior das células, é outro mecanismo de resistência aos β-
lactâmicos freqüentemente reportado em espécies de Pseudomonas (Livermore, 2001). 
Os genes que codificam as bombas de efluxo são constituintes normais do genoma 
bacteriano e, portanto, fornecem para o microrganismo o potencial intrínseco de 
desenvolver um fenótipo de resistência aos β-lactâmicos sem a aquisição de novos 
genes (Hasdemir et al., 2004). 
As proteínas que compõem os sistemas de efluxo são proteínas específicas 
codificadas por genes cromossômicos ou plasmidiais. Esses sistemas contribuem para 
a resistência intrínseca e adquirida da P. aeruginosa através da extrusão de vários 
antimicrobianos, como tetraciclinas, fluoroquinolonas, cloranfenicol, eritromicina e β-
lactâmicos (Li et al., 1994). Alguns desses sistemas conferem também resistência a 
